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@ Compositions stabilisees comprenant des FGFs, leur precede detention et leurs applications therapeutiques. 
chirurgicales et cosmetologiques. 

(57) Compositions stabilisees contenant des facteurs de crois- 
sance des fibroblastes FGFs. leur precede d'obtention ainsi 
que leurs applications in vitro telles que stockage des FGFs et 
cultures celfulaires et in vivo comme agent therapeutique. 
notamment pour la cicatrisation et la regeneration tissulaire ou 
comme agent cosmetique. 

Lesdites compositions comprennent pour leur stabilisation 
un polysaccharide associe avec au moins un FGF acide et/ou 
un FGF basique et/ou un derive et/ou un analogue et/ou un 
fragment de ceux-ci pr6sentant une activite biologique. 
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La presente invention est relative a des compo- 
Bitions stabilisees contenant des facteurs de croissance 
des fibroblastes ( FGFs ) , a leur procede d'obtention ainsi 
qu'a leurs applications in vitro telles que stockage des 
FGFs et cultures cellulaires et in vivo comme agent thera- 
peutique, notamment pour la cicatrisation et la regenera- 
tion tissulaire ou comme agent cosm£tique. 

Les facteurs de croissance des fibroblastes 
(FGFs) ont £te mis en Evidence par de nombreuses equipes, a 
la suite des etudes des activites biologiques des facteurs 
de croissance, obtenus a partir d'extraits d'un tres grand 
nombre de tissus ou d'organes (cerveau, hypophyse, retine, 
humeur vitree. choroide, iris, cartilage, rein, foie, pla- 
centa, corpus luteum, prostate, os , muscle etc..) 

La diversite m§me des tissus Studies et des 
cellules stimulus par ces facteurs in vitro et in vivo, 
ainsi que le grand nombre d' equipes qui ont independamment 
contribue a la caract^risation , 1 ' isolement et 1' identifi- 
cation complete de ces facteurs, explique la multitude de 
noms et sigles donnes par ces differents auteurs pour les 
designer . 

II apparalt que tous ces extraits contiennent 
des facteurs de croissance de la famille des FGFs et que 
cette famille peut §tre divisee en deux branches princi- 
pales . 

La premiere branche a ete d6crite sous les noms 
de FGF basique, de facteur basique de croissance des fibro- 
blastes ou de type 2 affin pour l'heparine ou "Heparin 
Binding Growth Factor 11" ( HBGF II), de facteur de crois- 
sance derive du cerveau ou Brain-Derived Growth Factor 
(BDGF), de facteur de croissance d6riv6 de l'oeil ou Eye- 
Derived Growth Factor II (EDGF II), de facteur de crois- 
sance des astrocytes II ou AGF II, de facteur de croissance 
derive du cartilage (CDGF) etc... alors que la deuxieme 
branche de la famille FGF a ete decrite sous les noms de 
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FGF acide ou facteur affin pour X' heparin© de type I (HBGF 
I), facteur derive du cerveau ou BDGF I, etc... 

Ces facteure ont ete nommSs soit selon le type 
de cellules cibles utilises (facteurs de croissance des 
fibroblastes, astrocytes ou cellules endothelials avec les 
sigles FGF , AGF , ECGF ) , soit selon la source a partir de 
laquelle ce facteur est extrait (exemple : facteur de 
croissance derive du cerveau, derive de la retine ou des 
yeux, du cartilage, d ' hepatocytes en culture avec respect i- 
vement les sigles BDGF, RDGF, EDGF, CDGF , HDGF . . . ) , soit 
encore selon une propriete biochimique ou biologique (fac- 
teurs de croissance affins pour 1 'heparin© (HBGF) ou fac- 
teur tumoral angiogenique (TAF) ; les deux principals 
branches de la famille sont nominees selon ces sigles, pre- 
15 cedes ou suivis de acide ou basique, ou type I ou type II. 

C est en suivant l'activite biologique sur des 
cellules en culture que ces facteurs ont pu §tre purifies. 
Les premieres caracteristiques physicochimiques (poids mo- 
lScuiaire et point isoelectrique ) ont ete publiees des 1975 
(GOSPODAROWICZ, J. Biol. Chem . 250, 2515) pour la forme ba- 
sique et en 1982 (BARRITAULT et al., J. Neurosci. 8, 477- 

490) pour la forme acide. 

La purification a homogeneite des deux formes 
du FGF a permis d'etablir leurs structures primaires (ESCH. 
et al., 1985, Proc . Natl. Acad. Sci. US, 82, 6507 pour la 
forme basique et GIMENEZ G. et al., 1985, Science, 230, 
1385-1388 pour la forme acide). 

L'isolement des deux formes a ete grandement 
favorisee par la mise en evidence d'une forte affinite de 
ces facteurs pour l'heparine et 1 ' utilisation subsequente 
d'une chromatographie d' affinite sur heparine immobilisee 
(SHING et al., 1984, Science, 223, 1296-1299). 

II est connu que, in vitro, les FGFs sont ca- 
pables de stimuler la proliferation et la dif f erenciation 
35.d'un grand nombre de cellules provenant de tissus et 
d'especes dif f events. 
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On peut citer notamment les cellules fibroblas- 
tiques, endotheliales, epitheliales , les keratinocytes , 

chondrocytes, myoblastes, astrocytes etc ainsi que la 

survie neuronale. 
5 II est egalement connu que, in vivo, les FGFs 

presentent des proprietes neurotrophiques , angiogeniques et 

cicatrisantes . 

On peut citer notamment le Brevet francais 
79 18282, qui enseigne un procede de stimulation de la 

10 croissance des cellules epidermiques ; ce procede montre en 
particulier le role d'un extrait aqueux de retine partiel- 
lement purifie et contenant du FGF sur la stimulation des- 
dites cellules epidermiques. 

On connait egalement le Brevet americain 

15 4 477 435, qui enseigne une methode de cicatrisation de 
1 'epithelium corneen a l'aide d'une composition contenant 
un extrait aqueux de retine. 

On connait Egalement de nombreux travaux 
concernant la mise en evidence et la caracterisation des 

20 FGFs et leur role dans la regeneration et la cicatrisation 
de la peau, des vaisseaux, des nerfs, des os, des muscles 
etc... tant in vitro qu' in vivo. 

On peut citer en particulier le Brevet ameri- 
cain 4 444 760, qui decrit un facteur de croissance acide 

25 derive du cerveau, son procede d' extraction et son applica- 
tion a la cicatrisation des plaies et la demande de Brevet 
europeen 186 084 qui decrit une methode de stimulation de 
la croissance des cellules endothelials vasculaires a 
l'aide d'une composition contenant le facteur de croissance 

30 acide d6riv6 du cerveau decrit pr6cedemment . 

Les FGFs decrits ci-dessus sont obtenus par pu- 
rification ; on connait par ailleurs, par la Demande inter- 
national PCT US86/01879, des FGFs obtenus par recombinai- 
son genetique. 

35 une autre composition cicatrisante a base d ' au 

moins un FGF est decrite dans la Demande de Brevet europeen 
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243 179 et comprend en outre du collagene et de l'heparine 
et/ou un glycoaminoglycane . 

Dans ces differents documents, 1 ' application 
topique du FGF. seul ou associe, est realisee a l'aide de 
5 formulations usuelles telles que cremes, pates, solutions, 
gels ou associees a des polymeres, des eponges et des 
pompes permettant un relargage lent des FGFs, comme cela 
est en particulier decrit dans la demande Internationale 
PCT OS86/01879, dans laquelle il est precise que des formu- 

10 lations comprenant des FGFs recombinants et des excipients 
ou des molecules de transport appropries peuvent Stre pre- 
pares, notamment des lotions, des gels, des formes retard 
ou des cremes, ledites formulations etant eventuellement 
associees a d'autres principes actifs, tels que des anti- 

15 biotiques. Les formes retard, decrites dans cette Demande, 
comprennent en particulier des polymeres. 

Les compositions obtenues peuvent notamment 
§tre utilises comme cicatrisant , dans le contr61e de la 
coagulation, dans 1' amelioration des dommages neurologiques 

20 et dans la regeneration des tissus durs . 

II apparalt toutefois, que le FGF ne presente 
pas systematiquement une stimulation de la cicatrisation ; 
en effet une absence de stimulation a ete notamment rappor- 
tee dans J. Dermatol. Sing. Oncol. ; de ce fait, 

25 1- application topique de FGF acide ou basique doit souvent 
Stre iterative, pour obtenir les effets maximaux, bien que 
certaines compositions de l'Art anterieur telles que des 
Sponges d'alcoolpolyvinylique imbibees de FGFs, appliquees 
sous la peau, entrainent une proliferation f ibroblastique 

30 et myoblastique. 

Ceci est du a une instabilite thermique de la 
molecule, a une inactivation de la molecule liee au P H, a 
une proteolyse par des enzymes, ainsi qu'a une interaction 
entre les FGFs et les glycoaminoglycanes comme 1'heparane 

3= sulfate ou le proteoheparane sulfate des membranes cellu- 
laires ou des membranes basales, entralnant une immobilisa- 
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tion des FGFs pouvant emp§cher leur acces aux recepteurs 
cellulaires . 

De tele inconvenient* limitent les possibilities 
de stockage et d* exploitation des FGFs . 
5 La Demanderesse s'est en consequence donne pour 

but de pourvoir a des compositions contenant des FGFs qui 
repondent mieux aux necessites de la pratique que les com- 
positions visant au m§me but proposees dans I'Art ante- 
rieur, notamment en ce que les compositions conformes a 
10 1' invention ont une stability nettement am£lior£e, permet- 
tant un stockage plus aise et de ce fait un effet therapeu- 
tique sup^rieur aux compositions de l'Art anterieur et en 
ce que leur frequence d 1 appl ication est ainsi nettement di- 
minu^e. 

is La pr^sente invention a pour objet une composi- 

tion a base de FGF , caracterisSe en ce qu'elle comprend 
pour sa stabilisation au moins un polysaccharide associe a 
au moins un FGF acide et/ou un FGF basique et/ou un derive 
et/ou un analogue et/ou un fragment de ceux-ci presentant 

20 une activite biologique. 

Selon un mode de realisation avantageux de la 
composition conforme a 1* invention, ledit polysaccharide 
est un dextrane substitue f onctionnalise approprie. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 

25 mise en oeuvre , les dextranes substitu^s f onctionnalises 
sont choisis dans le groupe qui comprend des dextranes so- 
lubles et des dextranes insolubles, lesdits dextranes 6tant 
capables de restaurer partiellement ou totalement 
1' activite biologique du/des facteurs FGF acides et/ou ba- 

30 siques inactive^ par un stockage de longue duree ou la tem- 
perature . 

On entend par dextranes solubles substitues 
f onctionnalises , ceux qui sont notamment decrits dans le 
" Brevet francais n' 2 555 589 ou dans * le Brevet francais 
35 n* 2 461 724. 
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On entend par dextranes insolubles substitues 
fonctionnalises, ceux qui sont notamment decrits dans la 
Demande de Brevet francais n' 82 01641 ou dans le Brevet 

francais n* 2 461 724. 

De tels dextranes* sont stables et ne perdent 

pas leurs propriety avec le temps. 

Selon encore un autre mode de realisation de la 
composition conforme a 1' invention, celle-ci comprend de 
0,1 a 1 000 pg/ml) d'un ou Plusieurs dextranes substitute 
fonctionnalises et de 0,01 ng a 300 »g de FGF acide et/ou 
de FGF basique et/ou d'un derive et/ou d'un analogue et/ou 
d'un fragment de ceux-ci presentant une activite biolo- 
gique. 

Selon un autre mode de realisation de la compo- 
sition conforme a 1' invention, celle-ci comprend, de plus, 
d'autres principes actifs associ£s. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
realisation, lesdits principes actifs sont choisis dans le 
groupe qui comprend notamment les anesthesiques locaux, les 
2C antiinfectieux, des prolines seriques, du collagene. 

On peut citer notamment, comme anesth^sique lo- 
cal, la lidocaine, comme substances bacteriostatiques , les 
sels de sodium, les sels d'argent, leurs derives ou des 
sulfadiazines. On peut citer comme antibiotique , la strep- 
25 tomycine ; on peut citer comme proline serique, la serum 
albumine ou la fibronectine ; on peut citer egalement des 
collagenes solubles et de l'elastine. 

Selon un autre mode de realisation de ladite 
composition, celle-ci comprend, en outre, au moins un vehi- 
30 cule pharmaceutiquement acceptable et/ou un support physio- 
logiquement acceptable. 

Conformement a 1' invention, lorsque le vehicule 
est de I'eau, ladite composition comprend en outre des tam- 
ponT^t/^ des sels appropries , de maniere a maintenir le 
35 melange approximativement a un P H compris entre 6,8 et 7,4 
et a une force ionique comprise entre 0,1- et 0,2. 
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Une telle composition conforme a 1' invention 
est ci-apres denommee composition "matrice". 

Selon encore un autre mode de realisation avan- 
tageux de ladite composition, celle-ci est associee a des 
5 liposomes. 

Une telle composition conforme a 1' invention 
est ci-apres denommee composition FGF-dextrane- liposome . 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de ladite composition, le support est choisi dans le groupe 

10 qui comprend notamment les pansements et les biomat£riaux . 

La composition conforme a 1* invention, est sous 
forme d' aerosol, lorsque le vehicule est un gaz approprie. 

La composition "matrice" est avantageusement j 
appliqu^e directement en solution ou en aerosol. — J 

15 Conformement a 1' invention, ladite composition, 

notamment ladite composition "matrice" est incluse dans une 
forme gal£nique telle que pommade, creme , pa*te, lotion ou 
impr£gne un gel, notamment un gel de collagene. 

Egalement conformement a 1' invention, ladite" 

20 composition, notamment ladite composition "matrice" est in- 
cluse et/ou impregne un support approprie tel que pansement 
ou biomateriau favorisant directement ou indirectement la 
reparation cellulaire (par exemple, un fil de suture chi- 
rurgical ou le corail pour greffe osseuse). 

25 Ladite composition "matrice" peut notamment 

§tre incluse dans des cremes ou lotions utilisees tradi- 
tionnellement , notamment les cremes a base de lanoline 
tel les que "SILVEADENE" , "MARIO", "AQUAPHOR" , " EQUAL I A" , 
pour des applications sur la peau ; elle peut Egalement 

30 §tre incluse ou imbiber des pansements tels que pansements 
de textiles, de tissus synthetiques ou d' Sponges, ou des 
produits naturels servant de recouvrement de plaies, par 
exemple des gels de collagene ou des dermes d'origine ani- 
male. 

35 Ladite composition "matrice" conforme a 

1' invention, doit impr^gner ces diff£rentes formes de pan- 
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sements, de maniere a ce que le facteur FGF puisse §tre en 
contact ou diffuser, seul ou associe au polysaccharide, 

jusqu'aux tissus cibles. 

La composition conforme k 1' invention est no- 
5 tamment maintenue sur le site de la blessure et sur les 
blessures ouvertes , de maniere a maintenir 1 'hydratation 
selon les techniques de 1 ' homme de l'Art, particulierement 
elaborees dans le domaine des greffes de peau. 

Les pansements occlusifs peuvent etre -impregnes 
10 de la meme maniere, adsorbed ou recouvrir un support natu- 
rel ou synthetique. 

Pour les applications sur les combes, le v£hi- 
cule doit §tre compatible avec la tolerance oculaire (par 
exemple, le produit commercialise sous le nom de "LACRIBU- 
15 LE"), des solutions salines, des solutions isotoniques (par 
exemple, le "NEOCADRON" (Merck-Sharp-Dohme ) . 

Ces v£hicules peuvent contenir egalement des 
agents conservateurs comme les chlorures de benzyldimethyl 
alcoyle d' ammonium ou 1' ethylene diamine tetraacetate de 

20 sodium (EDTA). 

Conf ornament a 1' invention, la composition FGF- 
dextrane-liposome est incluse dans une' forme galenique 
telle que pommade, creme, pSte, lotion ou impregne un gel, 
notamment un gel de collagene. 

Dans le cas de dextranes f onctionnalis£s inso- 
lubles, ceux-ci peuvent Egalement §tre inclus seuls ou as- 
soci<§s au FGF dans des supports comme les cremes, les gela- 
tines ou gels de collagenes, ou sur des fibres synth<§tiques 
ou naturelles, supports habituels de pansements de recou- 
30 vrement. L ' inclusion des polymeres f onctionnalis6s inso- 
lubles peut se faire par addition de solution de collagene 
et gelification. Les procedures dScrites dans une serie de 
brevets de YANNAS peuvent §tre utilisees. Dans ces brevets 
(US 4 060 081), une- composition laminaire composite donnant . . 
35 une peau equivalente dans laquelle la partie en contact 
avec la blessure est couverte de collagene reticule avec un 
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glycosaminoglycane , le melange etant obtenu par addition de 
glycosaminoglycanes au collagene solubilise, I'ensemble 
6tant pr6cipit4 ou reticule par du glutaraldehyde (Brevet 
US 4 418 691). 

5 La presente invention a egalement pour objet un 

procede de preparation de la composition conforme a 
1' invention, caracteris6 en ce qu'il consiste a melanger au 
moins un polysaccharide approprie avec au moins un FGF 
approprie . 

10 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du 

procede de preparation conforme a l f invention, ledit poly- 
saccharide est un dextrane substitue f onctionnalise . 

Selon une disposition pref 4rentielle de ce mode 
de mise en oeuvre, les dextranes substitues f onctionnalises 

15 sont choisis dans le groupe qui comprend des dextranes so- 
lubles et des dextranes insolubles. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux du procede de preparation, lesdits FGFs sont obtenus 
par extraction et purification, a partir de sources natu- 

20 relies. 

De nombreux procedes de purification pour ex- 
traire et isoler les deux formes de FGFs a partir de ces 
sources naturelles (retine, cerveau, hypophyse, placenta, 
rein etc..) ont ete decrits dans l'Art anterieur. 

25 Les methodes prefer^es de la presente invention 

sont celles decrites dans Biochimie, 1986 (COURTY et al.) 
ou celle decrite dans la Demande de Brevet francais 
2 613 936, qui utilise la chromatographic d'affinite sur 
polystyrenes substitues biospecif iques . 

30 Ces methodes preferees incluent une etape de 

traitement de l'extrait tissulaire a pH tres acide, ex- 
cluant ainsi tout risque de contamination virale, et 
1 * utilisation d'une chromatographic sur heparine immobili- 
s6e ou polystyrene substitue. 

35 Les deux formes de FGF peuvent ainsi gtre iso- 

16es et s6parees, avec les autres proteines ou individuel- 
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lement avec un degre de purete suffisant pour etre deba- 
rasse de quantites signif icatives d'autres materiels conta- 
minants . 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du 
5 proc<sd£ de preparation conforme a 1' invention, lesdits FGFs 
sont obtenus par synthese chimique. 

Selon encore un autre mode mise en oeuvre avan- 
tageux du procede de preparation conforme a 1* invention, 
lesdits FGFs sont obtenus par des techniques de recombinai- 
10 son g6n6tique appropri£es. 

Selon une disposition avantageuse de' ces modes 
de mise en oeuvre, lesdits FGFs sont d'origine humaine. 

Selon une autre disposition avantageuse de ces 
modes de mise en oeuvre, lesdits FGF proviennent d'autres 
15 animaux, notamment d'autres mammif eres . 

Selon un autre mode de mise en oeuvre du pro- 
cede de preparation conforme a 1' invention, on ajoute a la 
composition obtenue au mo ins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et/ou un support physiologiquement acceptable, 
20 de maniere a obtenir une formulation appropriee a 
1 ' application de ladite composition. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1' invention comporte encore d'autres dispositions, qui res- 
sortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
25 des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la pre- 
sente invention ainsi qu'a des exemples montrant l'effet 
des dextranes substitu^s f onctionnalises sur la protection 
de l'activite biologique des FGFs. 

II doit §tre bien entendu, toutefois, que ces 
30 exemples sont donnas uniquement a titre d ' illustration de 
1« objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
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Exemples 

Bxemple 1 : Precede de stabilisation des PGP. 
1) Preparation d'un dextrane substitue fonc- 
tionnalise conforme a 1' invention. 
5 . 30 grammes de dextrane T40 (0,185 mole) sont 

dissous dans 146 ml d'eau distilled et refroidis a 4'C dans 
un bain de glace fondante. 59,2 g de NaOH (1,48 moles) sont 
dissous dans 100 ml d'eau distilled, puis refroidis a 4*C. 
La solution de soude est vers^e lentement dans la solution 

10 de dextrane sous agitation et 1* ensemble est maintenu a 4'C 
pendant 20 minutes. On ajoute alors 61 g de CICH2COOH 
(0,647 mole) tres progressivement , afin que la temperature 
atteigne 20'C apres 5 minutes. Le milieu reactionnel est 
alors porte a 40"C en 10 minutes et maintenu a cette tempe- 

15 rature pendant 90 minutes, puis refroidi vers 20*C. Le pH 
est abaisse vers 7 avec de l'acide acetique concentre. 
L'ensemble est precipite dans 2 litres de methanol, filtre 
et lave deux fois avec 1 litre d'ethanol, puis seche sous 
vide a 40*C. 

20 . 10 g du polymere modifie precedent sont dis- 

sous dans 55 ml d'eau distiliee acidifiee a pH 3. 60 ml de 
dimethylformamide sont ajoutes tr£s progressivement sous 
agitation, en maintenant le pH a la valeur de 3. La 
temperature est abaissee a -15'C et 12,3 ml de N-m6thylmor- 

25 pholine sont ajoutes avec 14,5 ml de chlorof ormate 
d'isobutyle. On ajoute ensuite 12,2 ml de benzylamine. 
Apres 30 minutes, le polymere est precipite dans 800 ml de 
methanol filtre et seche. 

. 9 g du polymere modifie precedent sont dis- 

30 perses dans 25 ml de dichloromethane anhydre. Un melange de 
0,26 ml de HSOjCI et de 2,5 ml de dichloromethane est 
ajoute dans le r6acteur et l'ensemble est maintenu 4 heures 
a temperature ambiante. Apr£s filtration et lavage par du 
dichloromethane, le produit est seche, dissous dans 30 ml 

35 d'eau et le pH est ajuste a la valeur 7,0. La solution est 
ultrafiltr6e contre une solution tampon, puis contre de 
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l'eau distillee. La solution est alors lyophilisee jusqu'a 

obtention du polymere sec. 

2) Preparation du/des FGF . 

- On traite le/les extraits cellulaires pendant 
une nuit en presence d'acide acetique a pH 3 , puis on se- 
pare les FGFs par chromatographic sur heparine immobilised 
ou polystyrene substitue. 

3) Preparation d'une composition stable de FGF 

conforme a 1' invention. 

- On prepare une solution de dextrane a partir 
du polymere sec obtenu en 1) en le mettant en solution dans 
un tampon phosphate isotonique (PBS), de maniere a obtenir 
une concentration de 400 jig/ml. 

- On met les FGFs extraits en 2 ) en solution 
15 dans ce tampon contenant les dextranes substitues appro- 
pries, de maniere a obtenir une concentration en FGFs de 
100 pg/ml. 

Exemple 2 : Pommade stabilisee conforme a 

1 ! invention. 

20 FGF 1° ^ 

DF 5 mg 

Carboxymethyl cellulose 2,5 g 

Eau purifiee sterile apyrog&ne 100 ml 
DF = Dextrane f onctionnalise de type E tel que 

25 defini dans le tableau III. 

La creme obtenue peut §tre appliqu£e sur une 

plaie de type scarification. 

Exemple 3 : Pansement stabilise conforme a 

1 1 invention . 

30 Le support du pansement est constitue" d'un film 

collagene "Pangil" des Laboratoires F0URNIER, impregne par 
adsorption passive d'un melange de FGF et de Dextrane f onc- 
tionnalise dans les proportions suivantes : 

FGF 10 pg 

DF 500 pg 

Solution de NaCl a 0,9 % 10 ml 



35 
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Apres incubation du film de collagene pendant 
30 minutes a 4* C dans la solution decrite ci-dessus, on ob- 
tient un pansement pouvant §tre utilise dans des cas 
d'ulcerations diverses, de plaies superf icielles ou pro- 
5 fondes. 

Ce pansement peut §tre stocks sous vide et em- 

paquetS . 

» ETUDE DE L'EFFET DE PO LYMERES BIOSPBCIFIQUES 
FONCTIQNN ALISES SU R LA PROTEC TION DE L'ACTIVITE BIOLOGIQU E 

io DES-ECXfi in vitxo^ 

M^thodologie utilisee pour la mesure de 
l 1 activity biologique des FGFs in vitro, 

Les methodes devaluation in vitro de 
1* activity biologique des FGFs sont ddcrites dans de nom- 

15 breuses publications, et sont toutes bashes soit sur une 
mesure de 1 1 augmentation du nombre de cellules induite par 
des doses croissantes de facteurs ajout^s au milieu de cul- 
ture des cellules, soit sur une augmentation de 
1 ' incorporation de thymidine triti^e dans le DNA des cel- 

20 lules stimulus par le facteur de croissance. Dans les deux 
methodes evoqu6es, ces augmentations sont de>endantes de la 
dose de facteur ajoutee, et l'on peut done etablir des ef- 
fets dose et des courbes dose-r6ponse avec un effet maximal 
de stimulation. Par simplification, on d^finit une unit6 de 

25 stimulation comme la dose de facteur de croissance qui, 
ajoutee a un millilitre de milieu de culture sur des cel- 
lules cibles est capable d'induire une augmentation du 
nombre de cellules ou de 1 ' incorporation de thymidine tri- 
ti6e correspondant a la moitie (50 %) de la valeur maximale 

30 de cette augmentation mesur6e dans la courbe dose-r6ponse . 
Cette definition et la reproductibilite de ces mesures sont 
exposees notamment dans PLOUET et al., 1984, Cellular and 
Molecular Biology 30, p 105. 
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EXEMPLE A : EFFET PROTECTEUE DU DEXTRAN SUBSTI- 
TUE CONTRE L 1 INACTIVATION DES FGFe ACIDE ET BASIQOE PAR DES 

pH ACIDES ET ALCALINS. 

Dans ces experiences, les FGFs sont en solution 
a une concentration de 100 pg par millilitre, dans un tam- 
pon phosphate isotonique (PBS) ne contenant pas de dextrane 
(temoin) ou contenant du dextrane substitue a 400 pg/ml. 10 
M l de ces differentes solutions sont preleves et melanges 
soit a 1 ml de tampon PBS, d'acide acetique <CH 3 C00H) dilue 
ajuste a P H 2 (environ 1 N), soit de soude (NaOH) diluee 
ajustee a pH 9,0. Ces Schantillons sont incubes a 20 *C pen- 
dant deux heures et un prelevement de 1 nl est effectue 
pour le dosage de 1' activity biologique. 

La figure 1 presente la courbe dose-reponse du 
15 bFGF sur des fibroblastes CCL39 . 

Cette figure comporte en abscisse le logarithme 
de la concentration de bFGF en pg/ml et en ordonnee la 
pourcentage de stimulation. 

La courbe 1 correspond au temoin ; la courbe 2 
20 correspond au bFGF seul a pH 2 ; la courbe 3 correspond au 
bFGF en presence de dextrane a pH 2 ; la courbe 4 corres- 
pond au bFGF en presence de dextrane a pH 9 ; la courbe 5 
correspond au bFGF seul a pH 9 et la courbe 6 correspond au 
temoin en presence de dextrane. 
25 L ' augmentation d 1 incorporation de thymidine 

tritiee represente la valeur du nombre de coups par minute 
(cpm) obtenue au plateau de la courbe dose-reponse du bFGF 
seul moins la valeur en cpm de thymidine tritiee. incorporee 
dans les cellules en absence de FGF et determinee dans la 

30 mSme experience. 

Les courbes 3 et 4 montrent que le bFGF en pre- 
sence, de dextrane conserve son pouvoir de stimulation tant 
en milieu acide que basique. 

Le tableau I resume les r<5sultats obtenus avec 
les FGFs acide et basique. L 1 unite de stimulation est arbi- 



35 
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trairement fixee a 1 pour le aFGP ou le bFGF de depart, in 
cube deux heures a 20 'C. 

TABLEAU I 



3 


• dH 2 


! pH 7 
* 


! pH 


9 




! FGFb (O'C) ! 


! 0,9 






io 


! FGFb (2 H, 20*C) ! 53 


! 1 


! 13 






! FGFb ♦ DF ! 

! <2H, 20*) ! 1 


! 1 


! 2, 


5 




! FGFb ♦ HS ! 

! (2 H, 20*) ! 3 


1 


! 4 




1 5 


! FGFa (0 # ) ! 


1 








! FGFa (2 H, 20') ! 6 


1 


! 6 






FGFa ♦ DF ! ! 
(2 H, 20') ! 0,5 ! 


0,4 


! 2 




20 ! 


FGFa + HS ! ! 
(2 H, 20') ! 1,5 ! 


0,8 


! 4, 


5 




DF = dextrane f one tionnalis6 : 


dans 


cet 


25 


exemple, il s'agit du dextrane E tel que defini 


dans le 


ta- 




bleau III, ci-apres. 









H.S. = heparane sulfate : (SociSte BIOVALORIS a 
Plouhermel ( Ile-et-Villaine , FRANCE)). 

Ce tableau roontre 1'effet protecteur du DF 
30 (Dextrane f onctionnalise ) contre 1 ' inactivation des FGFs 
acide et basique induite par des pH acides et alcalins. 

L ' incubation du FGF basique pendant deux heures 
a 20 'C dans une solution tampon pH 2 a 9 induit une inacti- 
vation de l'activite biologique du FGF basique. 
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En effet, il faut 53 fois plus de produit a pH 
acide et 13 fois plus a pH basique pour induire un effet 
biologique equivalent a celui du produit initial. 

L'adjonction de DF a ce melange protege totale- 
ment 1'activite biologique du FGP basique contre des incu- 
bations a pH 2 ou 9. 

Des r^sultats similaires sont observes dans le 
cas du FGF acide concernant les deux types de traitement. 

EXEMPLE B : EFFET DU DEXTRANE FONCTIONNALISE 
(DF) SUR L'INACTIVATION DES FGFS PAR LA TEMPERATURE A COURT 

TERME ET LONG TBRME. 

Dans cet exemple, le FGF prepare* comme dans 
l'exemple A est incub6 a 4"C, 20'C, 37'C ou 60'C pendant 
differents temps, en 1' absence ou en presence de 400 ug de 
dextrane f onctionnalis<§ (DF) tel que dSfini dans le tableau 
III ci-apres, puis dos£ . 

- Les r^sultats sont presented dans le tableau II 

ci-apres . 



20 



23 



30 



35 
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TABLEAU II 



5 




; 

! _ 


4'C 


20'C 


■ 37*C 

•; « 


60*C ! 




! bFGF 


t = 0' j 


1 ; 










! bFGF 


t = 30' j 


1 ; 


1 


! J , 3 


> 100 ! 


1 U 


! bFGF 
! aFGF 


♦ DF t = 30» ! 
t = 0* ! 


1 

1 ! 


1 


1 1 ' 


9 ! 




! aFGF 


t = 30' ! 




1 


i *9 ' 
! * 


> 100 ! 




! aFGF 




0.4 ! 


0,4 


! 0,4 ! 


5 ! 


15 


! bFGF 


t = 24 H ! 




1 


! 6 






• bFGF 


♦ DF t = 24 H ! 




1 


! 1 






f aFGF 






1 


! 1 






! aFGF 


♦ DF | 


0,4 ! 


0,4 


! 0,4 




20 


! bFGF 


ts7 jours ! 




5 


! > 100 






! bFGF 


♦ DF t=7jours ! 




1 


! 1 






! bFGF 


♦ H.S.t=7 jours! 




2 


! 6 






! aFGF 


t=7 jours ! 


2,5 


8 


! > 100 




25 


! aFGF 


♦ DF t=7jours ! 


0,4 


0,4 


! 3 





f 
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DF = dextrane f onctionnalise 
HS = heparans sulfate 

L* unite* de stimulation initiale est fixe*e arbi- 
trairement a une valeur £gale a 1. 

Dans ce tableau, on observe une forte inhibi- 
tion de 1' activation du FGF acide ou basique induit par un 
traitement d'une semaine a 37* C. La presence du DF dans le 
milieu d' incubation protege les deux types de FGF contre la 
de*naturation thermique. 

EXEHPLE C : EFFET DE DIFFERENTS DEXTRANES F0NC- 
TIONNALISES SDR LES EFFETS DOSE-REPONSE DU FGF. 

L'effet de diff^rents dextranes f onctionnalis^s 
est mesur<§ a 1' unite* sur le tableau III ci-dessous. 

TABLEAU III 



D£riv6s dextranes 


% D 


% W 


% X 


% Y 


R/us 


A 


100 


0 


0 


0 


1 


B 


0 


106 


0 


0 


1,6 


C 


0 


84 


21 


0 


1,7 


D 


10 


76 


0 


14 


2,6 


E 


0 


89 


6 


5 


2,36 


F 


0 


74 


16 


10 


3,1 


G 


65 


30 


1 


4 


2,54 


H 


29 


42 


24 


5 


2,1 



Pourcentage : 
D : Dextrane 

W : Acide m£thylcarboxylique 

X : Benzylamide 

Y : Benzyamidesulf onate 

R/us est la valeur du rapport des valeurs des 
unites de stimulation du aFGF sans dextrane f onctionnalise* 
divis^e par 1' unite - de stimulation en presence de dextrane 
f onctionnalise* . 
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« ETUDE DE T.'EFFET ng POT.VMERES BIOSPECIFIflUES 
FONCTIONNALISES SUJR_^LA^ERQTKCTIQN DF, L ! ACTIVITE BIQLQGlflUE 

J2ES.„£GF_S in vixs? 

Bxemple D : ETUDES CINETIQUE, PLANIKETRIQOE ET 
5 HISTOLOGIQOE DE L'SFFET CICATRISAWT DE L' ASSOCIATION 
FGF/DEXTRANE FONCTIONNALISE . 
Protocole experimental : 

Les operations Bont realis^es sur des rats Wis- 
tar males de 300 a 400 grammes. Chaque experience est ef- 
10 fectuee sur une serie de 5 animaux. 
Types de plaies : 

Deux types de plaies cutan6es sont effectuees 
sur la face dorsale des animaux, prealablement rasee. 

- Les prelevements sont effectu6s par punch 
15 (0,6 cm de diametre) jusqu'au plancher musculaire. 

- Des scarifications de 1 cm de long sont pra- 
tiques au scalpel. Elles n'affectent pas la region dermo- 
epidermique . 

Mode operatoire : 
2o Selon le type de plaies, les blessures sont 

traitees par differents melanges de produits en solution 
dans du serum physiologique tamponne (pH 7,4) sterilise. 

Ces solutions sont deposees pour les plaies par 
punch dans un tampon collagene (GINGESTAT) pred6coupe aux 
25 mesures exactes de l'excision tissulaire. 

Dans le cas des scarifications, les produits 
sont deposes directement sous forme liquide sur la plaie. 

Les effets de 1 * association FGF (basique ou 
acide ou un melange en solution de 1 ng a 10 pg/ml) et des 
30 dextranes f onctionnalises (en solution de 100 ng a 1 mg/ml) 
sont evalues et compares a 1* action de chacun des con6ti- 
tuants, consideres comme temoins de reaction (collagene, 
solution de dissolution, FGF, dextrane f onctionnalise ) . 

Chaque serie experimentale d 1 animaux est sacri- 
35 fiee a intervalle de temps d6fini par periode de 24 heures , 
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et lee regions lesees sont prelevees pour deux types 
d* etude : 

- une analyse morphologique externe avec plani- 

metrie de la plaie ; 

- une etude. histologique. 



Resultats 
nalises : 



I - Effets stabilisants des dextranes fonction- 



Du FGF marque radioactivement a I'iode 125 I est 
depose en presence ou en absence de dextrane f onctionnalise 
dans un tampon de collagene. 

La variation de la radioactivite dans le colla- 
gene impregne est appreciee en fonction du temps. 

Les resultats sont illustres dans la figure 2, 
15 qui comporte en abscisse le temps en heure et en ordonnee, 
le pourcentage de radioactivite. La courbe 7 correspond au 
FGF en presence de dextrane et la courbe 8 correspond au 
FGF seul. ■ 

La radioactivite. est mesuree dans le gel de 
20 collagene et dans des prelevements effectues en peripherie 
de la plaie, a 2 cm de celle-ci, par un punch equivalent a 

celui d'origine. 

II - Etudes morphologique et histologique : 

A) Etude morphologique : 

L' observation de devolution des plaies a 
l'oeil nu permet de constater une action tres nette de 
1' association FGF + dextrane f onctionnalise sur la Vitesse 
et la qualite de la cicatrisation superf icielle (epidermi- 
sation + lyse du caillot). 

1) Apres 24 heures, les tampons de collagene 
impregnes par cette association ont totalement adhere aux 
parois de la plaie, et ne peuvent etre preleves que par le- 
sions des tissus regeneres. Les experimentations temoins ne 
manifestent une adherence totale des collagenes qu»au bout 
35 de 36 a 48 heures. 
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2) La reepitheiisation est visible a I'oeil nu 
au bout du troisieme jour, en presence de 1 1 association FGF 
♦ dextrane fonctionnalise, alors qu'une image identique sur 
les contrGles demande dee temps d 1 experimentation de 5 a 7 

5 jours. 

3) Analyse planimetrique : l'analyse planime- 
trique de la surface externe des plaies montre 1' absence 
totale de retraction des tissus en regeneration. 

Le taux de retraction cicatricielle est evalue 
10 en fonction du temps en considerant le rapport P/A ou P est 
le perimetre de la plaie et A la surface de la cicatrice. 

L'ordre de grandeur de ce rapport P/A est du 
type K/R ou K est une constante et R le rayon de la plaie 
originelle circulaire. 
15 En fonction du temps, plus ce rapport est 

faible et constant, plus la cicatrice conserve une planime- 
trie proche de celle de la lesion d'origine. Par conse- 
quent, plus le rapport P/A est faible, plus le taux de re- 
structuration cicatriciel est limite. La qualite de cica- 
20 trisation peut ainsi fitre refietee par l'absence de 
contraction . 

Les resultats obtenus sont illustres sur la 
figure 3, qui comporte en abscisse le temps en jour et en 
ordonnee le rapport P/A . Le taux de retraction est repre- 

25 sente par pour le t6moin ; par pour le bFGF ; par 

pour les FGFs en presence d'heparane sulfate et par 
pour les FGFs associ6s aux dextrane f onctionnalis6s . 

Les resultats sont egalement presentes dans les 
tableaux IV et V ci-apres ; le tableau IV donne le pourcen- 

30 tage de l'aire temoin en fonction de la quantite de dex- 
trane fonctionnalise en presence ou en l'absence de 
bFGF ; le tableau V donne le rapport P/A dans les m§mes 
conditions . 
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TABLEAU V 



5 



10 



15 





DF 

5 0 0 u g 




* ug 


b FGF 

1 ug 


bFG 
diff 
500 


F 1 ug * I 
£ rentes con 
5 0 u g 


eventrations : 
5 u g 




12$ * 


104 


173 


147 


112 


160 


128 


« i 


10$ 


213 


1 eo 


1 59 


182 


231 


2 50 


» j 


280 


121 


145 


385 


329 


237 


253 



Les effets des dextranes f onctionnalises sur 
cette retraction sont particulierement visibles aux qua- 
20 trieme et huitieme jours apres 1' operation. 

La retraction est tres faible en comparaison 
avec celles observees dans les experimentations temoins ou 
celles observ6es en presence des FGFs seuls ou associes a 
des heparanes sulfates, conditions deja nettement plus fa- 
25 vorables que celles du temoin. 

B) Etude histologique 

Les regions traitees sont pr^levees, f ixees , 
impr6gnees en paraffine. L'6tude histologique est r^alisee 
sur des coupes de 7 pm. Les colorations utilis£es permet- 
30 tent des etudes topograph iques et histochimiques . 

L ' analyse histologique montre que 1 1 association 
FGF + DF acceiere les etapes traditionnelles de la cicatri- 
sation dermoepidermique et augmente la qualite des tissus 
reconstitues . 

35 Le collagene impregne permet une colonisation 

tres rapide (1 jour) des categories cellulaires environ- 
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nantes ( f ibroblastes , musculaires lisses) a partir dee tis- 
sus environnants sains, et en particulier a partir du 
conjonctif du plancher musculaire strie sous-jacent. 

Dans le m§me temps, une neoangiogenese permet 
s au tissu en formation d'§tre colonise par une density tres 
forte de capillaires sanguins. Au bout de trois jours 
(contre cinq a six pour ies temoins), la r^epithelisation 
engagee a partir de I'epiderme des levres de la plaie ar- 
rive a affrontement. Le quatrieme jour , I'epiderme est to- 

10 talement reconstituS et les tissus sous- jacents , totalement 
reorganises, pr6sentent une densite normale comparativement 
aux temoins, a la density beaucoup plus faible. Ces m§mes 
illustrations revelent 1 ' absence de retraction des bords de 
la plaie pour les punchs traites par 1 1 association FGF + 

15 dextranes f onctionalis^s , contrairement aux temoins qui 
comblent, par extraction, les tissus excises. 

Les effets de 1 ' association des bFGF et des 
dextranes f onctionnalises sur la qualite de la cicatrisa- 
tion, compares a une cicatrisation naturelle sans adjonc- 

20 tion de produits sont presentes sur les figures 4 et 5 . 

La figure 4 presente une photographie d'une 
coupe histologique d'une cicatrisation temoin (absence de 
traitement) quatre jours apres la realisation de la plaie 
(X 40). La figure 5 presente la photographie d'une coupe 

25 histologique d'une cicatrisation apres traitement par un 
tampon de collagene impregne d'une solution de bFGF a 
1 ug/ml et de dextranes f onctionnalises a 50 pg/ml, quatre 
jours apres la realisation de la plaie et au m§me grossis- 
sement de 40. 

30 La figure 5 montre I'epiderme (E) reconstitue 

entierement alors que sur la figure 4, il n'est pas 
reform^. Une retraction des tissus environnants sur la 
plaie temoin n'est pas enregistr<§e sur la plaie traitee. 
Cet espace cicatriciel, relativement anarchique en figure 

35 4, presente pour la plaie traitee (figure 5) une organisa- 
tion et une densite cellulaire satisf aisante . II se carac- 
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terise par la presence de vaisseaux sanguins traduisant 
l'effet angiogenique local de 1 1 association des produits de 
cette invention. 

II apparalt done que 1 ' association bFGF + dex- 
trane f onctionnalise" se presente comme un puissant agent 
cicatrisant in vivo, acc£16rant d'une part les processus 
naturels r6g£n6ratif s , et permettant d* autre part une qua- 
lite accrue de la cicatrisation par 1* absence de tout phe- 
nomene de retraction comme la mobilisation rapide des dif- 
f^rentes categories cellulaires n£cessaires a la restaura- 
tion tissulaire. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre , de realisation et d ' application qui vien- 
nent d'etre dScrits de facon plus explicate ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir 
a 1* esprit du technicien en la matiere, sans s'£carter du 
cadre, ni de la port£e, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 
1') Composition a base de FGF , caracterisee en 
ce qu'elle comprend, pour sa stabilisation un polysaccha- 
ride associe avec au moins un FGF acide et/ou un FGF ba- 
sique et/ou un derive et/ou un analogue et/ou un fragment 
de ceux-ci presentant une activity biologique. 

2') Composition selon la revendication 1, ca- 
racterisee en ce que ledit polysaccharide est un dextrane 
substitue f onctionnalise approprie. 

3*) Composition selon la revendication 2, ca- 
racterisee en ce que les dextranes substitues f onctionnali- 
ses sont choisis dans le groupe qui comprend des dextranes 
solubles et des dextranes insolubles, lesdits dextranes 
etant capables de restaurer partiellement ou totalement 
15 1'activite biologique du/des facteurs FGF acides et/ou ba- 
siques inactives par un stockage de longue duree ou la tem- 
perature . 

4') Composition selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle comprend de 
20 0,1 a 1 000 ng/ml d'un ou plusieurs dextranes substitues 
fonctionnalises et de 0,01 ng a 300 ug de FGF acide et/ou 
de FGF basique et/ou d'un derive et/ou un analogue et/ou un 
fragment de ceux-ci presentant une activite biologique. 

5') Composition selon 1 ' uiie quelconque des re- 
25 vendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle comprend, de 
plus, d'autres principes actifs associes. 

6') Composition selon la revendication 5, ca- 
racterisee en ce que lesdits principes actifs sont choisis 
dans le groupe qui comprend notamment les anesthesiques lo- 
30 caux, les antiinf ectieux , des proteines seriques, du colla- 
gene . 

7') Composition selon l'une quelconque des re- 
vendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable 
35 approprie et/ou un support physiologiquement acceptable. 
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8*) Composition selon la revendication 7, ca- 
racteris6e en ce que le vehicule est de I'eau et en ce que 
ladite composition comprend, en outre, des tampons et/ou 
des sels, de maniere a maintenir le melange approximative- 
5 ment a un pH compris entre 6,8 et 7 ,4 et a une force io- 
nique comprise entre 0,1 et 0,2. 

9*) Composition selon l'une quelconque des re- 
vendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle est incorpo- 
r6e a dee liposomes appropries . 
iO 10*) Composition selon l'une quelconque des re- 

vendications 7 a 9, caracterisee en ce que le support est 
choisi dans le groupe qui comprend notamment les pansements 
et les biomateriaux. 

11') Composition selon l'une quelconque des re- 
15 vendications 1 a 9, caracterisee en ce quelle est incluse 
dans une forme galenique telle que pommade, creme, pate, 
lotion ou impregne un gel, notamment un gel de collagene. 

12*) Proced6 de preparation de la composition 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 11, caracte- 
20 rise en ce qu'il consiste a melanger au moins un polysac- 
charide approprie avec au moins un FGF approprie. 

13*) Precede selon la revendication 12, carac- 
teris£ en ce que lesdits FGFs sont obtenus par extraction 
et purification, a partir de sources naturelles. 
25 14" ) Procede de preparation selon la revendica- 

tion 12, caracterise en ce que lesdits FGFs sont obtenus 
par synthese chimique. 

15" ) Procede" de preparation selon la revendica- 
tion 12, caracterise en ce que lesdits FGFs sont obtenus 
30 par des techniques de recombinaison genetique appropriees. 

16") Proc6de de preparation selon l'une quel- 
conque des revendications 12 a 15, caracterise en ce que 
lesdits FGFs sont d'origine humaine ou proviennent d'autres 
animaux, notamment d 1 autres- mammif eres . 
3S 17") Procede de preparation selon l'une quel- 

conque des revendications 12 a 16, caracterise en ce que 
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l'on ajoute a la composition obtenue au moins un v^hicule 
pharmaceutiquement acceptable et/ou un support physiologi- 
quement acceptable, de maniere a obtenir une formulation 
appropri^e a 1 1 application de ladite composition. 
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